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研究成果の概要（和文）：我々は卵巣癌をとりまく微小環境において、腹膜中皮細胞（MC）を起源とする間質細
胞集団を同定しており、それらを癌関連中皮細胞（CAM）と定義した。本課題ではCAMが担う卵巣癌の腹膜播種の
メカニズム及び新規治療戦略の開発を目的とした。卵巣癌細胞を蛍光標識した後に、MC及びCAMと共培養させ、
さらにシスプラチンを添加し、癌細胞の生存をフローサートメトリーにて観察した。その結果、MCに比較して、
CAMとの共培養において生細胞の有意な増加を認めた。さらにCAMとの共培養下では、癌細胞はより間葉系形質を
獲得することを示した。CAMからの刺激が卵巣癌細胞のプラチナ耐性に寄与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Epithelial ovarian carcinoma (EOC) is believed to cause peritoneum 
dissemination through microenvironmental cell-to-cell communication between the tumor and 
mesothelium, leading to the further acquisition of progressive and metastatic potentials. In the 
present study, we aimed to determine the role of cancer-associated mesothelial cells (CAMCs) in the 
maintenance of cisplatin-resistance. Normal mesothelium (MC) showed an epithelial morphology with a 
cobblestone appearance. When MCs were co-cultured with malignant ascites from patients with advanced
 EOC, a dramatic morphologic change was noted from an epithelioid pattern to a-SMA-positive 
fibroblastic, mesenchymal pattern. Our findings indicate the possible involvement of CAMCs in the 
maintenance of cisplatin-resistance, resulting in being “seeds of recurrence”. The novel mechanism
 of CAMCs as a facilitator of EOC progression is displayed through microenvironmental cell-to-cell 
communication between EOC and the mesothelium.

研究分野：婦人科腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
上皮性卵巣癌は進行期で発見させること
が多く、予後不良の悪性腫瘍の一つである。
特徴的な転移様式として腹膜播種があり、
進展の過程や初回治療後の再発の場とし
て、腹膜が重要な役割を担うと考えられる。
今からおよそ 130 年前に提唱された「種と
土壌」仮説では、癌細胞が至適な微小環境
で発育する臨床的事実に準えており、上皮
性卵巣癌においては、腹膜が「土壌」とし
ての役割を果たすと考えられる。腹膜の表
面は組織学的に一層の腹膜中皮細胞で構
成されており、腹膜播種においては、経腹
水的に拡散する卵巣癌細胞のファースト
コンタクトの場となり、上皮性卵巣癌の微
小環境を構成する一要素である。癌細胞と
腹膜中皮細胞との関連を研究することで、
癌の進展におけるそれらの相互作用を解
明し、現状に置いて予後不良な卵巣癌への、
新規治療戦略が浮かび上がる可能性を秘
めていると考える。 
 
２．研究の目的 
癌の微小環境を構成する細胞は様々ある
が、癌関連線維芽細胞（cancer-associate 
fibroblast: CAF）は、その中でも癌の生
存維持や化学療法耐性に関与するとされ
るが、その起源は明確ではない。我々は、
上皮性卵巣癌の周辺微小環境において、腹
膜中皮細胞（mesothelial cells: MC）を
起源とする間質細胞集団を同定しており、
そ れ ら を 癌 関 連 中 皮 細 胞
（cancer-associated mesothelial cells: 
CAM）と定義した。腹膜中皮細胞が担う上
皮性卵巣癌の進展における役割を解明す
ることで、腹膜播種のメカニズム及び新規
治療戦略の開発へとつなげる。 
 
３．研究の方法 
（1）手術検体の大網組織から、腹膜中皮
細胞を抽出し、癌細胞から分泌される液性
因子との関連を検討するため、in vitro に
おける定性実験を行った。（2）液性因子の
中で重要と考えられたTGF-β1の上皮性卵
巣癌での作用を検討するため、腹水中での
濃度を定量し、腹膜中皮細胞への影響を検
討するために各種機能実験を行い、TGF-β
1 により刺激された腹膜中皮細胞は、CAM
へと変化することを確認した。（3）CAM の
卵巣癌細胞の影響を、接着、増殖の観点か
ら in vitro で評価し、また大網組織を直
接用いた ex vivo でも同様に検証した。（4）
CAM との共培養で、卵巣癌細胞に化学療法
耐性が誘導されるかを検証した。 
 
４．研究成果 
以下に本課題の成果を項目別に列記す
る。 
（1）【卵巣癌-腹膜中皮の細胞コミュニケ
ーションと薬剤耐性維持機構の解明】 

 
① 卵巣癌細胞株、悪性卵巣癌患者の術中
腹水を、MC へ添加すると、敷石上の上皮性
であった形態が、紡錘形の間葉系形態へと
変化した。一方で、TGF-β1 receptor 
inhibitor を添加したものでは変化が抑制
された。これらの間葉系の形態を示した細
胞は、CAF のマーカーである fibronectin
やα-SMA 陽性となり、smad2 の上昇を認め
たことから、TGF-β1依存性に上皮間葉転
（epithelial-mesenchymal transition: 
EMT）を引き起こしているものと推察され
た。 
 
  正常腹膜中皮細胞   CAM（ES-2 上清添
加） 
 
 
 
 
 
 

 
② TGF-β1 は良性卵巣腫瘍患者と比較し、
悪性卵巣腫瘍患者の術中腹水内により高
濃度に存在していた。TGF-β1 で刺激した
中皮は、CAM と考えられ、MC と比較して
MMP-2、MMP-9 の分泌が亢進し、浸潤能の上
昇を認めた。マウスの腹腔内にマウス由来
の TGF-β1を投与し、壁側腹膜を走査型顕
微鏡で観察すると、腹膜表面の微絨毛構造
の減少及び細胞間接着の過疎化が認めら
れた。 
 
      PBS           TGF-β1 
 
 
 
 
 
 
 
③ 上皮性卵巣癌細胞株であるES-2にGFP



及び luciferase を導入し、MC、CAM それぞ
れに添加して中皮細胞上での接着・増殖の
変化を定量したところ、MC に比較して CAM
との共培養で ES-2 の接着及び増殖が亢進
することを確認した。手術検体から得た大
網組織上でも、同様にTGF-β1刺激を行い、
ES-2 の接着及び増殖の変化を luciferase 
活性により定量したところ、in vitro と同
様に、TGF-β1 で刺激した大網組織上で両
者ともに上昇していることが判明した。 
 
④ 上皮性卵巣癌細胞株である SKOV-3 を
蛍光標識し、MC 及び CAM と共培養させ、代
表的な上皮性卵巣癌治療薬であるプラチ
ナ製剤（シスプラチン）を添加し、癌細胞
の生存をフローサートメトリーにて観察
したところ、MC に比較して、CAM との共培
養で生細胞の増加を認めた。さらに CAM と
の共培養では、癌細胞の形態がより紡錘形
となり、CAM からの刺激が、卵巣癌細胞の
プラチナ耐性に寄与している可能性が示
唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）【卵巣癌における包括的細胞骨格制
御システムを解析】 
卵巣癌が腹膜播種を形成する際に、腫瘍細
胞が中皮細胞へ接着し、さらにその間隙を
透過していく過程は重要な成立構成要素
の一つである。本課題は filopodia形成に重
要な fascin (FSCN1)とmyosin X (MYO10)の
二つの分子に着目し、卵巣癌細胞が中皮細
胞 を 透 過 す る （ trans-mesothelial 
intercalation: TMI）メカニズム解明を主眼と
した研究を行った。主立った結果は下記で
ある。 
 
① FSCN1 あるいは、MYO10 のノックダ
ウンにより、TMI効率は有意に抑制された。 

 
② FSCN1、または MYO10の発現抑制に
よって、細胞表面の filopodia の数、長さ、
寿命を減少した。さらに卵巣癌細胞の TMI
においては、lamellipodiaより filopodiaの方
がよりそれら分子のはたす役割の重要性
が高いと考えられた。 
 
③ N-WASP 阻害剤 wiskostatin （10μM）
あるいは汎 MMP 阻害剤（GM6001）の添
加は、卵巣癌細胞の TMIに影響を及ぼさな
いことが判明した。 
 
④ 内在性の FSCN1よりGFP-FSCN1を数
倍量強制発現させた SKOV3細胞では、GFP
のみ発現させたコントロール細胞に比べ
て、播種 2時間後の時点において 2倍以上
の TMI 効率の上昇が観察された。FSCN1
の強制発現により TMI 効率の上昇の結果
が認められ、少なくとも FSCN1 は、癌細
胞の TMI において重要な役割を担うこと
が結論された。MYO10 のノックダウンの
効果、N-WASP阻害剤の効果を加味すると、
この過程においては、 lamellipodia より
filopodiaの方が重要であるとが示唆された。 
 
 
中皮間隙をインターカレーションを行っ
ている卵巣癌細胞（赤：F アクチン線維を
染色した中皮細胞、黄緑：FSCN1強制発現
した卵巣癌細胞） 
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